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(57) Abstract 

A special extract from the leaves, flowers and/or fruit of Crataegus monogyna or Crataegus oxyacansha is produced by extraction with 
a prior art effraction agent, making an aqueous solution of the extract, heating the aqueous solution to form high-molecular condensable 
navancs and filtering the components thrown down on heating. The extract thus produced is particularly pharmaceuucaily effective and is 
suitable in particular of the treatment of allergic diseases and even non-allergic asthma. 

(57) ZusammcnfesBung 

Ein spezieller Extrakt aus Blattem. Bluten und/oder Fruchten von Crataegus monogyna oder Crataegus oxyacantha wird mit 
folgenden Verfahrcnsschritten hergestellt: Extraktion mit cinem herkommlichen Extraktionsmittel. Herstellung tir waBrigen Losung des 
Extraktes Ertutzen der waBrigen Losung zur Bildung hoheimolekularcr kondensierbaier Flavane. Abfiltrieren der U , Erhitzcn ausgefaUten 
Bestandteile. Der so hergestellte Extrakt weist eine besonderc pharmazeutische Wirksamkeit auf und ist insbesondere zur Behandluna 
allergischer Erkrankungen und auch des nicht allergischen Asthmas geeignet. 
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Beschreibung 

Extrakt von Crataegus, Verfahren zu seiner Herstellung und 
seine Verwendung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines 
spe iellen Extraktes aus BlSttern, Bluten und/oder Friichten von 
Crataegus monogyna Oder Crataegus oxyacantha. Die Erfindung 
betrifft ferner einen mit dem Verfahren herstellbaren speziel- 
len Extrakt sowie die Verwendung des Extraktes zur Behandlung 
allergischer Erkrankungen oder von intrinsischem oder extrin- 
sischem Asthma. 

Allergische Erkrankungen vom Soforttyp (Typ I-Allergie) sind 
zum groflen Teil durch eine erhShte Inununglobulin E (IgE)-Syn- 
these, u. a. verursacht durch Allergene aus der Umwelt, charak- 
terisiert. Als Beispiel fiir eine allergische Erkrankung vom 
Soforttyp ist die allergische Rhinitis (Heuschnupf en) des Men- 
schen zu nennen. 

Neben der Allergie vom Typ I gibt es weitere Allergief omen 
( zytotoxische und immunkomplexvermittelte Formen (Typen II und 
III) und die Spatform (Typ IV-Allergie) ) . Typische Erkrankungen 
vom Typ IV sind Kontaktekzeme, die chronische extrinsische 
allergische Alveolitis und die iatrogene, interstitielle Pneu- 
mopathie . 

Die Erkennung des Allergens durch das Immunsystem erfolgt durch 
Major-Histocompatibility-Complex-Class II-positive Zellen und 
spezifische T-Helf er-Lymphozyten . Die T-Zellen stimulieren B- 
Ze.Men zur Produktion von Allergen-spezif ischem IgE. Das sezer- 
nierte IgE bindet bevorzugt an Fc-epsilon-Rezeptoren auf Mast- 
zellen und Basophilen, wodurch diese sensibilisiert werden. Die 
Rezeptoren sind iiber einen zweiten Ast mit dem Allergen ver- 
bunden ( "Bridging" ) . 
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In der Folge des Bridgings werden Histamin, Leukotriene und 
andere sogenannte Mediatoren durch die Zelle ausgeschiittet . Als 
wichtigste Mediatoren gelten Histamin, Bradykinin, Prostaglan- 
din, Pros tacyc line, Leukotriene und PAF ( Plattchen-aktivieren- 
der Faktor) . 



Die Mediatorenausschiittung kann Entziindungen zur Folge haben. 

Das bronchiale Asthma ist die haufigste chronische Erkrankung 
bei Kindern. In der Pathogenese des Asthmas ist die Bedeutung 
der Entziindung der Atemwege, bestehend aus einer odematosen und 
einer zellularen Komponente, seit langem bekannt (Kerrebijn 
1986). Selbst bei milden Formen des Asthmas wurde eine Entziin- 
dung der Atemwege nachgewiesen . An dem Entzundungsproze/i sind 
residente Gewebszellen beteiligt, wie Epithelzellen, Mastzellen 
und Fibroblasten. Diese Zellen produzieren die genannten Ent- 
ziindungsmediatoren. Der Ausloser der asthmatischen Entziindungs- 
reaktion ist gewohnlich ein Allergen; jedoch konnen auch nicht- 
allergene Trigger, wie Viren und Irritantien, die Entziindung 
induzieren. Die Produkte pulmonarer Mastzellen initiieren eine 
Bronchokonstriktion, wobei andere Zellen, wie Makrophagen und 
Lymphozyten, die IgE-Rezeptoren besitzen, ebenfalls beteiligt 
sind. Andere Entziindungs zellen werden von den von Mastzellen 
ausgeschleusten Mediatoren in den Respirationstrakt gelockt. 
Sind die weiteren Entziindungs zellen dort angelangt, weitet sich 
die Entziindung aus. Verschiedene Faktoren, wie Zigarettenrauch, 
Viren, Reizstoffe oder Allergene konnen zur Exazerbation des 
Asthmas fiihren. 



Allergien werden bisher zumeist prophylaktisch mit Cromoglicin- 
saure und ihren Derivaten, bzw. therapeutisch mit Antihistami- 
nika behandelt, die die Histaminrezeptoren blockieren. Fiir die 
Behandlung asthmatischer Erkrankungen kommen dariiber hinaus 
Corticosteroide, B 2 -Agonisten, Xanthinderivate und nichtsteroi- 
dale, antientziindliche Substanzen zur Anwendung. 
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wahrend die Prophylaxe mit Cromoglicinsaure oft an mangel ha f ter 
Compliance der Patienten, infolge der unbequeraen Handhabung der 
Praparate scheitert, ist die Therapie mit den ubrigen Substan- 
zen mit zum Teil starken Nebenwirkungen behaftet. Auflerdem 
wurde fiir Cromoglicinsaure und Nedocromil -Natrium eine starke 
Tachyphylaxie (Wirkungsminderung nach mehrfacher Applikation in 
kurzen Zeitabst&nden) nachgewiesen (Pearce, 1993). Es besteht 
daher Bedarf an einer risikoarmen Behandlungsmethode, die kei- 
nen der zuvor erwShnten Nachteile hat. Eine Therapie mit einem 
nebenwirkungsfreien Phythotherapeutikum ware vor allem fiir 
Kinder die Therapie der Wahl . 

Verschiedene PrSparate aus Crataegus monogyna (auch Crataegus 
laevigata), Crataegus oxyacantha oder anderen im giiltigen 
Deutschen Arzeibuch aufgefiihrten Crataegus -Arten ( Weifidornbiat- 
ter mit Bliiten) werden bisher nach der Monographie der Kommis- 
sion E beim Bundesgesundheitsamt (Bundesanzeiger Jahrgang 46, 
Nr. 133 vom 19. Juli 1994, S. 7360) bei nachlassender 
Leistungsf Shigkeit des Herzens entsprechend Stadium II nach 
NYHA angewandt. Friichte des Weifldorn unterscheiden sich in den 
pharmakologischen Eigenschaf ten, sowie der Pharmakokinetik und 
Toxikologie nur wenig von der Droge Weifldornbiatter mit Bliiten. 
Als Wirkstoffe fiir diese Indikationen wurden bisher Flavonoide, 
Flavane und Procyanidine nachgewiesen (Ammon et al . , 1994a). 
Eine andere Verwendung ist nicht bekannt. 

Kondensierbare Flavane sind 3-Deoxycatechinderivate; sie werden 
aus dem Spezialextrakt durch Erhitzung unter Zugabe von Salz- 
saure ausgefallt und konnen nach Trocknung gravimetrisch be- 
st immt werden. 

Bezuglich des Wirkungsmechanismus von Crataeguspraparationen 
und -inhaltsstof f en wurde eine Hemmung der Aktivitat der 
Phosphodiesterasen nachgewiesen (Schiissler et al., 1991; Izushi 
et al., 1992). Weiterhin wird durch Inhaltsstof fe aus Crataegus 
die Kapillarpermeabilitat vermindert (Ammon et al . , 1994b). Die 
Eigenschaft von Procyanidinen als Radikalf anger wurde von Mas- 
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quelier (1987) beschrieben. Nach Untersuchungen der elektrophy- 
siologischen Anderungen an der glatten Muskulatur menschlicher 
Koronararterien und am Papillarmuskel von Hunden unter der 
Einwirkung von Crataegus-Extrakt , die mechanisch zu einer Vaso- 
dilatation und zu einer Zunahme der Kontrakt ions amplitude am 
Herzen fiihren, fanden Siegel et al. (1994), dafl Crataegus-Ex- 
trakt als phytopharmakologischer K + -Kanal6£f ner bezeichnet wer- 
den kann. 



Oberraschend wurde nun gefunden, dafl die pharmazeutische Wirk- 
samkeit eines herkonunlichen Crataegus-Extraktes (Weifldornex- 
trakt) fur bestimmte Indikationen dadurch wesentlich erhSht 
werden kann, dafl der Extrakt durch eine thermische Nachbehand- 
lung modifiziert wird. Die thermische Nachbehandlung fuhrt zur 
Bildung h6hermolekularer kondensierbarer Flavane und laflt 
einige Bestandteile des Extraktes ausf alien. Durch Abfiltrieren 
der ausgeffillten Bestandteile entsteht somit ein Spezialex- 
trakt, dessen Anteil an kondensierbaren Flavanen hSher ist als 
bei herkonunlichen Extrakten und der weitgehend von zyto- 
toxischen Substanzen befreit ist. 

Der erfindungsgeroaJJe Spezialextrakt hemmt die Freisetzung des 
die Typ I-Allergie hervorruf enden IgE aus humanen Myelomzellen 
stark um bis zu ca. 80 %. Dieser Extrakt weist in einem Test- 
system im untersuchten Konzentrationsbereich (50 - 500 ug/ml 
kondensierbarer Flavane) keine ZytotoxizitSt auf, so daJ3 er 
auch in vivo bei Konzentrationen zwischen 5 und 100 ml keine 
Zytotoxizitat aufweist. 



Die durch ein auf die Haut auf getragenes Allergen verursachte 
Lymphknotenprol iteration bei Mausen konnte durch intravenose 
Verabreichung des Spezialextraktes stark vermindert werden. 

Durch die Verabreichung des Spezialextraktes per Inhalation 
konnte der durch Acetylcholin ausgeldste Bronchospasmus stark 
gehemmt werden. 
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Die Herstellung des Spezialextraktes weist als ersten Verfah- 
rensschritt die iibliche Extraktion mit einem bekannten Extrak- 
tionsmittel auf . Beispielsweise wird die zerkleinerte Droge 
(Friichte und Blatter mit Blttten im VerhSltnis 3:1) mit Aceton 
40 % extrahiert. Die erf indungsgeraajie Nachbehandlung des Ex- 
traktes sieht die Befreiung des Extraktes von Aceton und Losen 
in gereinigtem Wasser vor. Der Extrakt wird einer Temperaturbe- 
handlung unterworfen und filtriert. Vorzugsweise wird der Ex- 
trakt wiederholt auf eine Temperatur iiber 100 °C erhitzt und 
jeweils anschlie/Jend filtriert. In einem Ausfiihrungsbeispiel 
ist diese Erhitzung und anschlieflende Filtration dreimal vor- 
genonunen worden. Anschliefiend wird der Extrakt auf den ge- 
wiinschten Gehalt an kondensierbaren Flavanen eingestellt. 

Durch diese Vorgehensweise wird der Ausgangsextrakt von uner- 
wiinschten Eigenschaft- befreit. Er ist unter den gewShlten 
experimentellen Bedin^ungen nicht toxisch. 

Neben der Verwendung des Spezialextraktes fur die Behandlung 
allergischer Erkrankungen eignet sich der Spezialextrakt iiber- 
raschend auch fur die Behandlung von Asthmaerkrankungen aller 
Art, also auch nicht allergischer Asthmaerkrankungen. 

Der Gehalt des Spezialextraktes an kondensierbaren Flavanen 
liegt zwischen 5 und 100 mg/ml . 

Der Spezialextrakt zeigte in biologischen Untersuchungen fol- 
genden Wirkungen: 

Beispiel 1: 

Untersuchung zur Hemmung der IgE-Freisetzung aus humanen U266- 
Zellen durch einen Spezialextrakt von Crataegus: 

Die Wirkung der Inhaltsstof f e des Extraktes von Crataegus wurde 
in-vitro an Zellen der humanen Myelomlinie U266 (ATCC U266B1 
IgE-Myelomzellen) gepruft, die spontan IgE lambda sezernieren. 
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Gleichzeitig wurde die Toxizitat der Probe unter Verwendung 
eines f luorochromen Farbstoffes untersucht (Beuscher u. Bodi- 
net, 1992). 

Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse des Toxizitatstestes liefl 
sich in dem Testsystem die Wirkung des Spezialextraktes auf die 
IgE-Sekretion bestimmen. 

Die U266-Zellen wurden uber drei Tage vermehrt (Medium: 85 % 
RPMI 1640 + 15 % FKS, Inkubation: bei 37 °C, 90 % rel . Luft- 
feuchte und 5 % C0 2 ) . Nach 24 Stunden wurde die TestlSsung mit 
den Konzentrationen 450, 225, 112.5 und 56.25 ng/ml an konden- 
sierbaren Flavanen zugegeben (Doppelansatz) . Nach weiteren 72 
Stunden Inkubation erfolgte eine mikroskopische Beurteilung der 
Zellen, Zentrif ugation und die Abnahme des Zelliiberstandes . Der 
Gehalt an Gesamt-IgE wurde mit Hilfe eines quantitativen 
f luorometrischen Meflverf ahrens bestiramt. Fur die Versuchsan- 
satze wurde die prozentuale Zu- oder Abnahme des IgE-Gehaltes 
im Vergleich zur Negativkontrolle ermittelt. 

Nach 72 Stunden Inkubation wurde zu einem Parallelansatz der 
Zellen das Substrat 4-Methylumbellif eryl-heptanoat (4-MeUH) 
gegeben und der Ansatz fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inku- 
biert. Die anschlieBende f luoreszenzoptische Messung der Menge 
des entstandenen Methylumbellif eron gab AufschluB liber die 
Zytotoxizitat der eingesetzten Probe gegenuber einer Negativ- 
kontrolle, Fiir die Versuchsansatze wurde die prozentuale Zu- 
oder Abnahme der Extinktion im Vergleich zur Negativkontrolle 
ermittelt. 

Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Figur 1 zusammengef aflt . 
Daraus ergibt sich, dafl die Freisetzung von Immunglobulin E aus 
humanen Myelomzellen durch Inhaltsstof f e des Extraktes von 
Crataegus bei einer zugesetzten Losung mit 450 jig/ml konden- 
sierbaren Flavanen im Testansatz um ca. 80 % gehemmt werden 
kann. Bei dieser Konzentration war fur die Zellen keine toxi- 
sche Wirkung nachweisbar (Figur 2). 
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Beispiel 2 : 

Untersuchung zur Hemmung der allergischen Lymphknotenprolif era- 
tion durch einen Spezialextrakt von Crataegus: 

Die Hemmung der durch ein Allergen verursachten Lymphknoten- 
prolif eration wurde in-vivo gepriift. Jungen, erwachsenen, 
weiblichen NMRI -Mausen wurde an vier Tagen im Abstand von je- 
weils zwei Tagen ein starkes Allergen, gelost in Aceton/ 
Olivenol 4:1, in die rasierten Kniefalten beider Seiten einge- 
rieben. Mause der Kontrollgruppe erhielten auf gleiche Weise 
das Vehikel. 

Jeweils zwei Stunden vor der Einreibung wurde den Tieren die 
Testsubstanz in wSLflriger Losung intravenbs verabreicht. Zwei 
Tage nach der letzten Applikation wurden die Tiere getotet, und 
die Knief altenlymphknoten beider Seiten wurden prapariert und 
gewogen. Pro Tier wurde das durchschnittliche Lymphknotenge- 
wicht ermittelt, und die Unterschiede in den Lymphknotengewich- 
ten wurden zwischen Verumgruppe und Kontrollen bestimmt. Eine 
starke dosisabhangige Hemmung der Lymphknotenprol iteration 
durch Inhaltsstof f e von Crataegus zeigt Figur 3. 

Die Erfindung umfafit die Verwendung eines Spezialextraktes aus 
Crataegus zur Behandlung allergischer und insbesondere 
asthmatischer Erkrankungen, die u.a. durch einen erhohten Im- 
munglobulin E-Gehalt des Blutserums und durch die Freisetzung 
von Mediatoren, charakterisiert sind. Klinische Beispiele fiir 
allergische Erkrankungen sind nach Ring (1992): Anaphylaxie, 
allergische Rhinitis, allergisches Asthma bronchiale, aller- 
gische Konjunktivitis, allergische Urticaria und allergische 
Gastroenteritis. Der bezeichnete Spezialextrakt ist zur Behand- 
lung von allergischen Erkrankungen samtlicher Organe geeignet. 
Der Extrakt kann enteral, parenteral, topisch oder durch Inha- 
lation verabreicht werden. 
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Die Erfindung hat erhebliche klinische Bedeutung, da insbeson- 
dere bei Kindern Allergien und asthmatische Erkrankungen stark 
im Zunehinen begriffen sind und ein Mangel an nebenwirkungsarmen 
Therapeutika besteht. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung eines speziellen Extraktes aus 
Blattern, Bliiten und/oder Friichten von Crataegus monogyna 
Oder Crataegus oxyacantha rait den Verf ahrensschritten: 

Extraktion mit einem herkommlichen Extraktionsmittel 

Herstellung einer wa/Jrigen Losung des Extraktes 

Erhitzen der waflrigen Losung zur Bildung hohermole- 
kularer kondensierbarer Flavane 

Abfiltrieren der beim Erhitzen ausgefallten Bestand- 
teile. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem das Erhitzen und Abfil- 
trieren wiederholt ausgefiihrt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, bei dem das Erhitzen auf 
uber 100 °C erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 3, bei dem die 
erhaltene Losung auf einen Gehalt an kondensierbaren 
Flavanen zwischen 5 und 100 ng/ml eingestellt wird. 

5. Extrakt von Blattern, Bluten und/oder Friichten von Cratae- 
gus monogyna oder Crataegus oxyacantha, herstellbar mit 
einem Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 4 . 

6 . Verwendung des Extraktes nach Anspruch 5 zur Behandlung 
allergischer Erkrankungen . 

7 . Verwendung des Extraktes nach Anspruch 5 zur Behandlung 
von intrinsischem oder extrinsischem Asthma. 
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FIG . 1 : Hemmung der IgE-Freisetzung durch einen Spezialextrakt aus Crataegus 




FIG. 2: 

Hemmung des Zellwachstums durch einen Spezialextrakt aus Crataegus 
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FIG. 3: Hemmung der allergischen Lymphknotenproliferation durch eine ExtraktlGsung von 
Crataegus 
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oder dem Pnontatadatum vcrotfentticht worden ist und nut der 
Anmefctung nicht koUidiert. so n dern our zuroVcrstandras des dcr 
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VerolTcnOichungen dieser Kate gone in Vcrbindung gebracht wtrd und 
diese Vcrbindung fur einen Fachmann nahchegend ist 

"4" VerofTendichung. die MitgUed dersclben Patcatfaniiiie ist 



Datum des Absohlusses der international 01 Recherche 



19. April 1996 



23.04.96 



Name und Postanschnft der Internationale ReUKrchcrthchorOe 
Europaisohes Patentamt, P.B. SSI 8 Patenttaan 2 
NL - 22*0 HV Rifrwijk 
Td. (+31-70) 340.3040, Tx. 31 651 epo nl t 
Fax ( + 31-70) 340-3016 



BevoUmachtigter Bcdienstetcr 

Renpp, G 



r otw MKt PCT/UAV31I (Btatt I) <Jub 1992) 



INTERNATIONALIZE RECHERCHENBERICHT 

FeU I Bemcrkungcn zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierfaar 



Internauor i Aktenzeichcn 

PCT/DE95/01531 

natal (Fortaetzung von Punkt I auf Blatt 1 ) 



Gemafl Artikel 1 7(2 W wurde au, folgenden Grunden fiir bcztimmtc Anspruche kein Recherehenbericht er«eUt 

I. [IT] AiupriicheNr. 6~7 

We " Sic lich ,uf GcKcruUnd,: beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ut. nwuich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 6-7 s1ch auf eln Verfahren zur 
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— ^erchenbericht auf al,e r^^^^^^^^^^^ 

Gebunr aufgeforderL 8 ' *' ,ntern » u °"»<e Recherchenbehbrde nicht zur Zahlung einer jolchen 

D emrecktrichdieeer 
sind. namlich auf die Anspruche Nr. ^ ^ Inlern *u°na.en AnmeWung. fur die Gebuhren entrichiei worden 
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